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細胞に限定すれば 177 個と非常に少数の細胞から構成されている（図 5）(Horie 






5）(Horie et al. 2009)。付着突起は感覚受容と機械刺激受容の機能を有している
ことが示唆されている(Torrence and Cloney 1983)。幼生は付着突起により岩な
どに固着した後に変態をし、成体となるが、この際に付着突起で固着刺激を感じ
変態が誘導されると考えられている。最近、マーカー遺伝子の発現を指標にして、
付着突起を構成する細胞の詳細な記載が行われ、付着突起は Axial Columnar 
cells（我々は Palp Sensory Neurons, PSCs と名付けている。詳しくは本学位論
文第一部参照）、Lateral Primary Sensory Neurons、Collocytes の 3 種類の細
胞から構成されていることが報告された (Zeng et al. 2019)。脳胞には眼点、平
衡器という 2 つの黒色色素を有した感覚器を含んでおり、眼点は光受容に、平
衡器は重力感知に関連することが報告されている(Tsuda et al. 2003; Sakurai et 
al. 2004)。脳胞の腹側にはグループ III 光受容細胞と名付けられた眼点外光受容
細胞とコロネット細胞と名付けられた感覚神経細胞が存在している(Horie et al. 
2010; Ryan et al. 2016)。 
コロネット細胞にはドーパミンの生合成、分泌に関わる分子が発現しており、
ドーパミン神経細胞であることが報告されている(Moret et al. 2005a; Razy-
Krajka et al. 2012)。運動神経節には 5 対 10 個のコリン作動性神経が存在して
おり、そのうち 2 対の細胞は尾部の筋肉を神経支配している運動神経であり、
遊泳運動を制御していると考えられている(Horie et al. 2010; Stolfi and Levine 
2011; Ryan et al. 2016, 2017)。その他の 3 つの細胞も介在神経として遊泳運動
を制御していると予想されている(Ryan et al. 2016, 2017)。神経索は尾部に存
在しており、背腹左右 4 個のグリア細胞の１種である上衣細胞から構成されて
いる。左右の上衣細胞に沿って、運動神経節から伸びた 2 本の軸索が走行して
いる (Ryan et al. 2016)。   
ホヤには中枢神経系とは別に末梢神経系として表皮感覚神経細胞が存在して
いる (Takamura 1998; Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; 
Ryan and Meinertzhagen 2019)。表皮感覚神経細胞には、付着突起に存在する




原基の近傍に存在する anterior Apical Trunk Epidermal Neurons (aATENs)、
体幹部の後方の表皮に存在する posterior Apical Trunk Epidermal Neurons 
(pATENs）、尾部の背側と腹側に存在する Caudal Epidermal Sensory Neurons 
(CESNs)、尾部の中央に位置する Bipolar Tail Neurons (BTNs)の少なくとも 6
種類の表皮感覚神経細胞が存在することが報告されている(Takamura 1998; 
Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; Ryan and Meinertzhagen 
2019)。このうち、PSC, aATEN, pATEN, BTN は神経板境界領域から発生し、
PSC と aATEN は脊椎動物のプラコードとの相同性が、BTNs は神経堤細胞と
の相同性が指摘されている(Wagner and Levine 2012; Wagner et al. 2014; 
Abitua et al. 2015; Stolfi et al. 2015)。 
ホヤの神経系に関する研究は、電子顕微鏡によるコネクトーム解析(Ryan et 
al. 2016, 2017; Ryan and Meinertzhagen 2019)や神経伝達物質を指標にして、
個々の神経細胞の種類を、機能をもとに分類する研究などが行われてきた(Horie 
et al. 2008a, 2009, 2010)。最近、Ca2+蛍光指示タンパク質を用いた Ca2+イメー
ジングや光遺伝学などの手法を利用することにより、個々の神経細胞の機能に







的に解析（トランスクリプトーム解析）するという手法である(Satija et al. 2015; 




生の全身を構成する細胞の数は約 2600 個（中枢神経系が約 350 個、脊索細胞が
40 個、筋肉細胞が 38 個、表皮細胞が 800 個、間充織細胞が約 900 個、内胚葉

















知られている(Patthey et al. 2014; Schlosser et al. 2014; Schlosser 2015)。ホヤ
の幼生にもプラコード様の構造や神経堤細胞の祖先型を持つことが報告されて













































































げられる(図 6) (Gans and Northcutt 1983; Baker and Bronner-Fraser 1997; 
Northcutt 2005; Schlosser 2008; Patthey et al. 2014)。プラコードからは眼、鼻、
耳などの感覚器が、神経堤細胞からは末梢神経系や頭蓋組織、色素細胞など様々
な細胞が生じることが知られている(図 6)(Schlosser 2015; Green et al. 2015)。
これら、プラコードと神経堤細胞は脊椎動物に特異的な組織と考えられており、
これらの組織が登場したことが、脊椎動物への進化の過程において重要なイベ
ントであると考えられている(Gans and Northcutt 1983; Northcutt 2005)。発生
過程の神経胚期において、神経板と表皮の前方の境界領域には頭部プラコード
が，神経板と表皮の側方の境界領域には神経堤細胞が形成される（図 7） 
(Schlosser et al. 2014; Schlosser 2015)。プラコードと神経堤細胞は、脊椎動物に
特有の組織であると考えられてきたが、最近、無脊椎動物ホヤにおいて、プラコ
ードと神経堤細胞の起源的な性質を備えた細胞が存在することが報告された







胞 (Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a, 2009)が分化することが
しられており、それぞれ前方から PSCs (Palp Sensory Cells)、aATEN (Anterior Apical 
Trunk Epidermal Neurons)、 pATENs (Posterior Apical Trunk Epidermal Neurons)、
BTNs (Bipolar Tail Neurons) と名前が付けられている（図 8）。PSCs は付着突起に
存在する感覚神経細胞で、先端がとがった円柱の特徴的な形態をしており
(Wagner and Levine 2012; Wagner et al. 2014; Zeng et al. 2019)、マーカー遺伝子と
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して-crystallin や Islet を発現している(Shimeld et al. 2005; Wagner et al. 2014)。
aATEN は神経管の最も前方部である入水口原基の近傍に位置し、マーカー遺伝
子として GnRH を発現する(Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; Abitua 
et al. 2015)。BTN は尾部の中央部に位置し、長い神経突起を前方と後方へと伸
ばしており、マーカー遺伝子として Acid Sensing Channel1b (Asic1b)を発現する
(Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et al. 2008a; Coric et al. 2008; Wagner et al. 
2014; Li et al. 2017)。pATEN は頭部の後方に位置しているが、マーカー遺伝子が
単離されておらず、その詳細は不明である(Imai and Meinertzhagen 2007; Horie et 
al. 2008a)。  
PSC と aATEN は神経板境界領域の前方部から分化してくることが知られてお
り、プラコードとの相同性が報告されている(Wagner and Levine 2012; Wagner et 
al. 2014; Abitua et al. 2015)。特に aATEN は化学受容性細胞としての性質と、性
腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）を放出する神経内分泌性細胞としての性
質の両方を備えていることが報告されている(Abitua et al. 2015)。一方、最も後
方に位置する BTN は、マーカー遺伝子の発現や発生学的な起源から神経堤細胞
に由来する後根神経節 (dorsal root ganglia) と性質が似ていることが報告されて









により区画化されていることを見出し、Foxc 発現領域からは PSC が Six1/2 発現
領域からは aATEN が分化することを明らかにした。これらの結果から、転写因
子によって区画化された領域から、異なる感覚神経が産み出されることを明ら
かにした。さらに、PSC 形成を制御する転写因子 Foxc を神経堤細胞領域に強制













































チオグリコール酸ナトリウム (Sigma) 0.1g、プロテアーゼ (Streptomyces 
griseus 由来 Sigma) 0.01g を 10ml のガラスのスピッツ管に入れ、海水を約 5 






カタユウレイボヤの未受精卵へのマイクロインジェクションは(Satou et al. 
2001)の方法に従って行った。アンチセンスモルフォリノオリゴ（MO）は Gene 
tools 社より購入した。本実験に使用した MO の配列を以下に示す。 
Dmrt.a MO (5’-CTGTTTGCTATAATTTCTGTAACTC-3′)  
Msxb MO (5’-ATTCGTTTACTGTCATTTTTAATTT-3′） 
Otx MO (5’-TACGACATGTTAGGAATTGAACCCG-3′)  
Msxb MO（5’-CATTGTCATTATAGAGAATCAAACC -3′） 
Control MO (5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3′) 
MO は 1 mg/ml テトラメチルローダミン－デキストラン(D1817, Invitrogen)を
含む DEPC 水に溶解させた。インジェクション溶液の MO 濃度は 0.5mM、プラ




の認識配列を付加した CFP コンストラクト (1 ng/μl) やレスキューコンストラ
クト (1 ng/μl)を同時にインジェクションした。 
 
プラスミドコンストラクトの作成 
Dmrt.a, Msxb, Six1/2, GnRH, CNGA, Foxc, Islet遺伝子それぞれのレポーターコ
ンストラクトは以前に報告されたエンハンサー配列を用いて作成した (Aniello 
et al. 1999; Russo et al. 2004; Roure et al. 2014; Wagner et al. 2014; Abitua et al. 











pSPDmrt.a ΔMO target sequence CFP（図32）は、以下のプライマーを用いて
PCRを行い、PCR産物をpSPeCFPベクターのSphI/BamHIサイトに挿入し作成し
た。 











pSPMsxb MO target sequence CFP（図33）を作成するため、CFPにインバース
PCRを行い、Msxb MO target sequence(AAATTAAAAATGACAGTAAACGAAT)の
タグを付加した。Msxb>Msxb MOtareget sequence CFPを作成するため、Msxb エ




Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCATGACAGTAAACGAATCC- 3’ 
Rv: 5’-GCTTGATATCCTATCGACTCTCAGTTGGGT-3’ 
pSP Msxb mutantコンストラクト（図33）を作成するため、インバースPCRを用




Foxc MO target sequence CFP（図34）を作成するため、インバースPCRを行い、
CFPにFoxc MO target sequence (GGTTTGATTCTCTATAATGACAATG) のタグを
付加した。pSPFoxc>Foxc MO target sequence CFPを作成するため、Foxcエンハ
ンサー領域を、pSPFoxc MO target sequence CFPのXhoI/NotIサイトに挿入した。 
pSPFoxcコンストラクト作成のため、Foxc のORF配列を以下のプライマーを
用いてPCR行い、pSPCFPベクターのpSPeCFPのNotI/EcoRIサイトに挿入した。 




 pSPDmrt.a>CFP、pSPSix1/2＞CFP, pSPFoxc>CFPを作成するため、CiDmrt.a, 
CiSix1/2, CiFoxcのエンハンサー領域を以下のプライマーで単離した。 
CiSix1/2 Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCATGGCAGCCACCCTGGCG-3’ 
CiSix1/2 Rv: 5’-GATCGAATTCTTACGATCCCATTTCGACTG-3’ 
CiFoxc Fw: 5’-ATGCGCGGCCGCTATGACAATGCAAATCCG-3’ 










Fw: 5’-TGCCTGCAGCGAAAACAATGGTTTATCCG - 3’ 





16細胞期の a5.3, a5.4, b5.3割球のDiIもしくはDiOラベルは(Satou et al. 2004)
および(Horie et al. 2011)に従って行った。DiI (Celltracker CM-DiI Dye, C7000), 





ぞれの胚で、形が正常なもの約120個を5%BSA Ca2+-free 人工海水 (ASW: Ca2+-
free ASW、10 mM KCl、40 mM MgCl2、15 mM MgSO4、435 mM NaCl、2.5 mM 
NaHCO3、 7 mM Tris base、 13 mM Tris-HCl)でコートした1.5ml チューブに回
収した。集めた胚を300ul 1% trypsin in Ca2+free ASW(5mM EGTA)で5分間、氷上
でピペッティングし、細胞を完全にバラバラにした。0.5%BSAを含む氷冷した
Ca2+freeASW 500ul を加えて、反応を止めた。細胞を900G 5分4℃で遠心し、細
胞を集め0.5%BSAを含む氷冷したCa2+freeASW 50ulに溶解させた 
10xGenomics 社のプロトコールに従い (Zheng et al. 2017)、cDNA を増幅させ
るため、リージェントキットを用い、10Xgenomics Chromium system にロードし
た。イルミナシークエンシングライブラリーは cDNA サンプルから Nextera DNA 
16 
 






Rapid ランモードで、両方のレーンに流した。Illumina RTA version 1.18.64.0. 
BCL filesを用いてベースコーリングを行い、bcl2fastq version 1.8.4 (Illumina)を用
いて、FASTAQフォーマットに変換した。それぞれのレーンからFASTQファイ
ルを統合し、barcode splitter version 0.18.2を用いて1ミスマッチまでのバーコー
ドシークエンスを分離した。それぞれのサンプルで、遺伝子バーコードの行列






















離行列をクラスターに分割するため、a graph-based clustering approachを用い
た。細胞の距離は2次元に圧縮したt-SNEにより可視化した。異なるタイプの細
胞間の差異的に発現した遺伝子は、DESeq2 software packageを用い以下の基準


































ている(Abitua et al. 2015; Stolfi et al. 2015)。前方から PSC(palp sensory cell)、
aATEN (anterior apical trunk epidermal neuron) 、 pATEN(posterior apical trunk 
epidermal neuron)、BTN (bipolar tail neuron)と名付けられている（図 8）。このう
ち、前方からの PSC および aATEN は頭部プラコードの原始的な性質を持つこと
が報告されている(Manni et al. 2004; Abitua et al. 2015)。後方に位置する BTN
は神経堤細胞に由来する後根神経節 (dorsal root ganglia) と性質が似ていること





った。16 細胞期の a5.3、a5.4, b5.3 割球を DiI でレベルし、各割球の運命を幼生
期に観察した（図 9）。その結果、a5.3 割球は PSCs を含む付着突起を構成する細




ところ、PSCs は 110 細胞期の a8.20 および a8.18 割球から (Wagner and Levine 
2012)、aATENは a8.26割球から (Abitua et al. 2015)、pATENは b8.20割球から 
(Pasini et al. 2006)、 BTNはb8.18割球から発生することが明らかとなった (Stolfi 
et al. 2015) （図 10）。 
次に各感覚神経細胞の分化機構を明らかにすることを目的として、PSC の起源




制御因子の遺伝子発現パターンの解析(Imai et al. 2006)および 110 細胞期の各割
球の単一細胞トランスクリプトーム解析の結果から、Dmrt.a が a8.18、a8.20、 
a8.26 割球、つまり将来のプラコードを形成する領域全般に渡って発現している
ことが明らかとなった（図 9A、E および図 10、図 11）。一方で、b8.18、b8.20 割
球、つまり将来の神経堤細胞を形成する領域には Msxb が発現していることが明
らかとなった（図 9D、F、図 10 および図 11A）。また、プラコード領域内の前方
の PSC 領域では Foxc が、プラコード領域内の後方 aATEN 領域では Six1/2 が発


















着突起に Foxc>CFP の発現が見られた（図 13）。Dmrt.a 機能阻害胚において、
付着突起における Foxc の発現は完全に消失した（図 13）。このことから、Dmrt.a
はFoxcの発現を活性化していると考えられる。次に、Six1/2の発現を解析した。
コントロールでは、頭部前方に Six1/2>CFP の発現が見られる（図 14）が、
Dmrt.a 機能阻害胚では Six1/2>CFP の発現は完全に消失した（図 14）。この結
20 
 
果から、Dmrt.a は Six1/2 の発現を活性化していると考えられる。Six1/2 の co-
factor である Eya についても、Six1/2 と同様の結果が得られた（図 15）。これ
らの結果から、Dmrt.a はプラコード領域で発現する Foxc, Six1/2, Eya などの
プラコード遺伝子の発現を制御していることが示唆された。 
続いて、Foxc と Six1/2 の関係について解析した。Six1/2 は頭部の前方に発現
するが、Foxc MO 胚では、Six1/2 の発現が、頭部前方だけではなく、PSC 領域
に異所的にも見られるようになった（図 16）。さらに、Dmrt.a エンハンサー領
域を用いて、Six1/2 発現領域を含むプラコード領域全体で Foxc を発現させる
と、Six1/2 の発現が消失した（図 16）。これらの結果から、PSC 領域において、
Foxc は Six1/2 の発現を抑制していることが示唆された。以上の結果をまとめる
と、Dmrt.a はプラコード領域において、Foxc と Six1/2 の発現を活性化するこ
とが明らかとなった。プラコード領域内において、PSC 領域には Foxc が、
aATEN 領域には Six1/2 が発現するが、Foxc は Six1/2 の発現が PSC 領域で発
現しないように抑制することで、PSC と aATEN の境界を形成することが示唆




et al. 1999; Schlosser 2006)。そこで、Msxb 機能阻害胚における Six1/2 の発現
の解析を行い、この可能性を検討した。コントロールでは、Six1/2 は頭部前方に
発現するが、Msxb MO 胚では、これまで発現していなかった頭部の後方領域に















































































































12 および 17）。プラコード領域に Dmrt.a が、神経堤細胞領域において、Msxb
が発現するなど、脊椎動物のものと類似していた（図 12）。ホヤにおいてはプラ
コードの前方が Foxc を発現する PSCs 領域となる、プラコードの後方が Six1/2
を発現する aATEN 領域となる。このようにプラコード領域は細胞系譜と遺伝
子発現が異なる 2 つの領域に明確に区画化されていた。図 20 に神経板境界領域
が感覚神経に分化する際の、遺伝子ネットワークの仮説を示す。Dmrt.a が PSC
領域において Foxc の発現を、aATEN 領域において Six1/2 の発現を活性化す
る。Foxc と Six1/2 はお互いに発現を抑制しあうことにより、プラコードにおけ
る PSC 領域、aATEN 領域の区画化が作られると考えられる（図 20）。Dmrt.a
以外に Foxc、Six1/2、Eya などのプラコード関連遺伝子の発現を制御する因子
として Otx が同定されている（Imai et al. 2006）(図 21）。Otx の機能阻害胚
では Dmrt.a の発現は変化しないことから(Imai et al. 2006)、Drmt.a、Otx は
それぞれ独立にプラコード関連遺伝子の発現を制御していると考えられる（図
21）。 





た。これまでに私たちの研究グループは、Msxb が BTNs の分化に必須の役割を
していることを報告してきた（Li et al. 2017）。これらの結果を合わせると、
Msxb は神経堤細胞由来の感覚神経細胞の分化とプラコード形成の抑制の両方
の機能を備えていることが明らかとなった。 











経細胞の分化に重要なことが報告されている(Candiani et al. 2005; Chen et al. 
2011; Joyce Tang et al. 2013)。表皮細胞全体で PouIV を過剰発現させた個体で






プラコード領域内の PSC と aATEN は互いに運命転換が可能であった。さら












ランスクリプトーム解析の論文が相次いで報告され（マウス (Soldatov et al. 






































































が知られている(Iversen and Iversen 2007)。脊椎動物の中枢神経系には数種類の
ドーパミン神経細胞があり、運動を司る中脳やニューロペプチド分泌をコント
ロールする視床下部などいくつかの領域に存在している(Flames and Hobert 
2011; Grattan 2015)。特に中脳の黒質領域に存在するドーパミン神経細胞が減
少するとパーキンソン病が引き起こされることが知られている(Flames and 
Hobert 2011; Kee et al. 2017; Kirkeby et al. 2017; Parmar 2018)。ドーパミン神
経細胞の分化を調節する分子メカニズムの同定は、この神経細胞を理解するた
めに大変重要であり、さらにパーキンソン病のようなドーパミン欠乏病に対す
る幹細胞治療において重要な知見となる(Doitsidou et al. 2013; Flames and 
Hobert 2009)。 
これまでの研究で、線虫において、Ets 転写因子の一つである AST-1 がドー
パミン神経細胞の分化に重要な決定因子であることが報告されている(Flames 
and Hobert 2009; Doitsidou et al. 2013)。このメカニズムは脊椎動物の嗅球ド
ーパミン神経細胞でも保存されていることが報告されている (Flames and 














している（図 35、36）(Moret et al. 2005a; Horie et al. 2008b; Razy-Krajka et 
al. 2012; Ryan et al. 2016; Sharma et al. 2019)。この領域は視床下部との類似
点が知られており (Moret et al. 2005a, 2005b; Razy-Krajka et al. 2012)、魚類
の脳の深部の光受容器官との相同性が指摘されている(Nakane et al. 2013)。本
研究では、ホヤにおいて単一細胞トランスクリプトーム解析や遺伝子機能阻害
実験などの手法を用いて、ドーパミン神経細胞の分化決定因子の同定を試み
た。その結果、Ptf1a と Meis がドーパミン神経細胞の分化に必須の役割をし
































primary PCR 5‘-CACCACCCCTTCTTCGGTAAATTGGAAG-3′ 
nested PCR 5′-TCGGGAGGCTAGTACCTCACGAAGCAACG-3′  
得られたcDNAをpGEM Tベクターにクローニングした。全長配列をDNAシー
ケンサー (Applied Biosystems) により決定した。 
 
Whole-mount in situ hybridization 
Ci-Ptf1aの全長ORFを含むcDNAクローンをテンプレートとし、DIG-RNAラ
ベリングキット（Roche）を用いて、digoxigeninでラベルしたアンチセンス




Razy-Krajka et al (2012)で使用したTH、AADC、GCH、SERT、Ptf1aエン
ハンサー配列を元にレポーター遺伝子コンストラクトを作成した。





































使用した。MOにプラスミドDNA (終濃度2.5-10 ng/ul), 2 mg/ml FastGreen、1 







2.5 ng/ul 2tubulin>Ptf1a を顕微注入した卵、2.5 ng/ul 2tubulin>Ptf1a と








幼生の写真は、Zeiss AxioPlan, Zeiss AX 10 epifluorescence microscope, 
Olympus FluoView FV10i confocal microscope を用いて撮影した。 
 
シングルセルデータのアクセスナンバー 
2tubulin>Ptf1a イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 胚 、  2tubulin>Ptf1a お よ び
2tubulin>Meis 共インジェクション胚, コントロール胚単一細胞 RNA シーク






























(Hoshino et al. 2005; Schulte 2014; Dullin et al. 2007; Nakhai et al. 2007)。
Ptf1aはホヤ中期尾芽胚においてドーパミン/コロネット細胞に強く発現してお










































神経系全体でPtf1aを過剰発現した個体では、光受容細胞 (Horie et al. 












Meis はホメオドメイン型の転写因子の一つで、Pax6 や MyoD などの他の転
写因子の co-factor として働くことが報告されている(Moens and Selleri 2006; 
Agoston et al. 2014)。また、マウスの嗅球では Pax6 の co-factor としてドーパ
ミン神経細胞の分化に関与することが報告されている (Agoston et al. 2014)。
さらに、Meis はマウスの視床下部においてドーパミン神経細胞の分化に関連し
ているという報告もある（Hook et al. 2018）。ホヤでも、Meis はドーパミン神





















































































の分類の為にこれまで使われてきた(Karaiskos et al. 2017; Briggs et al. 2018; 











調べると Meis が強く発現していることがわかった。2tubulin エンハンサーを





胞に対し、Ptf1a と Meis を共発現させた場合はどうなるのであろうか。例えば、





















































では Dmrt.a が発現しており、領域内を Foxc、Six1/2 が区画化していることを
明らかにした。 神経板境界領域後方、すなわち神経堤細胞領域内では Msxb が
発現していた。この区画化のパターンは脊椎動物のものと類似していることを
明らかにした。プラコード領域前方、Foxc が発現する領域からは PSC が、プラ
コード領域内後方、Six1/2 が発現する領域からは aATEN が、神経板境界領域、
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表 1.  Gene ID (KH2012 model) 
Gene Name Gene ID 
Ptf1a KH2012:KH.L116.39  






Neurotensin likeB KH2012:KH.C2.201 
Natriuretic peptide receptor A /GCYA2 KH2012:KH.C9.602 














表 2. プライマー配列 





Fw  gtggatccgtatgcgtggtgtgtatgaacg 












Rv  gatcgcggccgccttacggaatctgtactt 
GnRHX pSPCiGnRHXK 
Fw atgcggatccctatcgtgccgtttcttgac 
Rv  gatcgcggccgccagggtaaaattaaattg 
Neurotensin likeB pSPCiNtlBK 
Fw atgcggatccatgcatacgcgcaggccgca 
Rv  gatcgcggccgcggtgaatgggtatttgcg 
PDE9a pSPCiPDE9aK 
Fw atgcggatccgaatgtatcgtgctttattc 
Rv  gatcgcggccgcgcgagttgcagcaacacg 
PDEd pSPPDEdK 
Fw atgcggatccttactcgcggttgttttaca 
Rv  gatcgcggccgcaaaactcctgaaacacag 
Lectin pSPLectinK 
Fw atgcggatccccagcccgactgttgttttt 
Rv  gatcgcggccgcgactcttgtacaagtaag 
SS23A3 pSPSS23A3K 
Fw atgcggatccgtctagcccattttacacca 
Rv  gatcgcggccgcagagggttaaacgctaat 
Ptf1a pSPCiPtf1acDNA 
Fw aagcggccgctatggaaagcataaataatg 
Rv  ctacaaaggtattgggtacactg 
Meis pSMeiscDNA 
Fw atgcggatcccatgtcgcaacagcagtttg 
Rv  gcttgatatcctagcaagtatggccgagca  































































































PSC: palp sensory cell
aATEN: anterior apical trunk epidermal neuron
pATEN: posterior apical trunk epidermal neuron
BTN: bipolar tail neuron






































































(A) ホヤ (B) 脊椎動物(アフリカツメガエル)
Dmrt、Six1/2、Foxcはプラコード領域で、Msxは神経堤細胞領域で発
現するなどの類似性が見られた。
H2O Foxc>CFP Dmrt.a MO Foxc>CFP
図13 Dmrt.aはFoxcの発現を制御している。
(A) コントロール (H2O + Foxc>CFPインジェクション胚)





Control                     Six1/2>CFP 
図14 Dmrt.aはSix1/2の発現を活性化している。
(A)コントロール





Control  MO                Eya>CFP 
A
Dmrt.a MO    Eya>CFP 
B
Msxb MO                    Eya>CFP 
C
図15 Dmrt.a MO胚では、Eyaの発現が抑制され、Msxb MO胚では、異所的にEyaの
発現が広がった。
(A) Control MO + Eya>CFPインジェクション胚
黄色の矢じりで示したように、プラコード領域にEya>CFPレポーター遺伝子の発現
が見られる（36個体中36個体）。
(B) Dmrt.a MO + Eya>CFPインジェクション胚
Dmrt.a MO胚ではEya>CFPレポーター遺伝子の発現が消失した（88個体中88個体）。






(B) Foxc MO + Six1/2>mCherryインジェクション胚
Foxcの機能を阻害すると、本来の発現に加え、Six1/2の発現がPSC領域に見られる
ようになった（白色の矢印）。




























(A) コントロール（control MO + Six1/2>CFP）




Msxb MO                 Six1/2>CFP
B
Control                     Six1/2>CFP 
Control                            Six1/2>CFP Dmrt.a>Msxb                  Six1/2>CFP 
図19 プラコード領域にMsxbを発現させると、プラコード領域内における
Six1/2の発現が抑制される。









(B) H2O+Six1/2 -2410/-2001>Kaede インジェクション胚。
Six1/2の発現が見られる（74/74個体）。














(A) Otx MO + Six1/2>mCherry
Six1/2>mCherryの発現が減少もしくは見られなくなった
（32個体中32個体）。
(B) Otx MO + Eya>CFP 
Eya>CFPの発現が完全に消失した（32個体中32個体）。
スケールバーは100 mm。
Control MO         bg-Crystallin>mCherry Foxc MO        bg-Crystallin>mCherry
図22 Foxcは付着突起の形成に重要である。
(A) コントロール（Control MO + bg-Crystallin>mCherryインジェクション
胚）付着突起にPSCマーカーのbg-Crystallin>mCherryの発現が見られる。
(B) Foxc MO胚（Foxc MO + bg-Crystallin>mCherryインジェクション胚）では、
付着突起の形成が阻害され、bg-Crystallin>mCherryの発現が消失した。
BA
Control MO       GnRH>CFP Foxc MO             GnRH>CFP
図23 FoxcはPSC形成に必要なだけでなく、予定PSC領域において、aATENの分化
を抑制している。
(A) コントロールMO + GnRH>CFP























Middle tailbud stage : 4850 cells
89615 mean reads per cell, 























































































































（Dmrt.a ΔMO target Sequence>CFP）の模式図。
(B) Dmrt.a MO + Dmrt.a>CFPインジェクション胚
Dmrt.a>CFPの発現は見られない（48/48）。









(A) Msxb>Msxb MO target sequence CFPとMsxb MOの認識配列
MO認識配列中の赤で示したATGに対し、変異を導入し、Msxb>Msxb mut（MO-
resistant Msxb cDNA)を作成した。
(B) Control MO + Msxb>Msxb MO target sequence CFP
CFPの発現が見られる（54個体中54個体）。
(C) Msxb MO + Msxb>Msxb MO target sequence CFP
全ての個体でCFPの発現は見られなかった（CFPの発現が見られなかった個体は
44個体中44個体）
(D) Msxb MO + Msxb>Msxb mut+Six1/2>mCherry






(A) 使用したFoxc>Foxc MO target sequence CFPコンストラクトとFoxc MOの認識配列。
MO認識配列中の赤で示したATGに対し、変異を導入し、Foxc>Foxc mut (MO-
resistant Foxc cDNA)を作成した。
(B) Control MO + Foxc>Foxc MO target sequence CFP
CFPの発現が見られる（25個体中25個体）。
(C) Foxc MO + Foxc>Foxc MO target sequence CFP
全ての個体でCFPの発現は見られなかった（CFPの発現が見られなかった個体
99個体中99個体）
(D) Foxc MO + Foxc>Foxc mut (MO-resistant Foxc cDNA) + bg-Crystallin>mCherry














Oc: Ocellus 眼点 Ot:Otolith 平衡器 Cor:Coronet cells コロネット細胞
GIII:group III photoreceptor cells グループIII視細胞群
TH: チロシン水酸化酵素





であることが報告されている（T. Horie et al. 2011）
(B) ホヤ幼生脳胞内部の走査型電顕写真
OT: Otolith 平衡器、 III: the group III photoreceptor 第III光受容細胞、CC: コロ
ネット細胞。スケールバーは2 mm。
ドーパミン/コロネット細胞群（赤色の矢印）は脳胞の腹側、グループIII光
受容細胞群（白色の矢印）の近傍に存在している(Horie et al. 2008)。
A B
T.Horie et al. 2008


































(A, C) コントロール MO + Ptf1a DMO target sequence>CFP インジェクション胚。
(B, D) Ptf1a MO ＋ Ptf1a DMO target sequence>CFPインジェクション胚。





Ptf1a MO インジェクション胚では、CFPの発現細胞は (A) アレスチン発現細胞（7個
体中7個体）もしくは (B) CRALBP発現細胞（8個体中8個体）とそれぞれ重なり合う。
(E, G) コントロール胚を抗アレスチン抗体 (E) で、抗CRALBP抗体 (G) で染色したも
の。
(F, H) Ptf1a 過剰発現させた胚を抗アレスチン抗体 (F) で、抗CRALBP抗体 (H) で染色
したもの。
Ptf1a 過剰発現させた胚ではアレスチン発現細胞は消失した(E, F) （32個体中32個体）。




































8細胞期にa割球2個に Meis or Control MOをインジェクション
未受精卵にTH>Kaedeをインジェクション
受精


















































(A) Ci-AADCの調節領域の欠損実験。 Ci-AADCの上流-923から-524bp が発現に重要
な領域である。
(B) Ci-AADCの上流-923から-524bp には、3つのE-box（E-box1, E-box2 および E-
box3 ）と一つのMeis結合領域がある。(A)で示したように、Ci-AADCの発現には、
この配列で充分である。








(A) Ci-GCHの調節領域の欠損実験。 Ci-AADCの上流-668から-369bp が発現に重要
な領域である。
(B) Ci-GCHの上流-668から-369bp には、3つのE-box（E-box1, E-box2 および E-
box3 ）と一つのMeis結合領域がある。(A)で示したように、Ci-GCHの発現には、
この配列で充分である。











































































(D) Ptf1a MO + Ptf1aΔMO target sequence>Ptf1a をインジェクションした野生型卵に
TH>Kaedeトランスジェニック系統の精子を受精させた。
Ptf1a MOインジェクション胚では図41Bのように、TH>Kaedeの発現が完全に消失するが、
MO認識配列を除いた、レスキューコンストラクトPtf1aΔMO target sequence>Ptf1a を共
にインジェクションすると、TH>Kaedeの発現が回復する。96個体中49個体でTH>Kaede
の発現回復が見られた。なお、TH>Kaedeトランスジェニック系統はヘテロなので、
TH>Kaedeを発現するのは約50％である。
A
